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EFFECTS OF p,p'-DDT ON THE PARENCHIMA OF LIVER IN TREATED NMRI
MICE: I. STUDY THROUGH THE LIGHT MICROSCOPE
SUMMARY.—Microscopical alterations ¡n the liver cells of NMRI mice
treated by additional dosis of p,p'-DDT ¡n feed diet are showed.
The alterations of the nuclei are described; such as irregularities ¡n the
membranes, increase in the mitotix Índex, increase in nuclear size and nucleo-
lar number. Also in the cytoplasm we have found alterations such as, fat
metamorphosis and perivacuolar disposition and margination of the pireno-
philic fragments and of the glycogen.
PALABRAS CLAVE: Alteraciones. Hígado. Ratones NMRI. p,p'-DDT.
El trabajo de FITZHUGH y colabs. (1947) inicia los estudios sobre la toxicidad del
DDT para los animales de laboratorio, siendo el primero en considerar los efec-
tos que sobre el parénquima hepático tiene dicho producto y en valorar las mo-
dificaciones que en él se producen. Posteriormente, el Servicio de Sanidad Pú-
blica de los Estados Unidos publicó una monografía de ORTEGA y colabs. (1956)
donde se describen las alteraciones que el DDT ocasiona en el hígado de ratas.
Asimismo, por recomendacfión de la O.M.S., en el Centro Internacional sobre la
Investigación del Cáncer, de Lyon, TOMATIS y colabs. (1972) iniciaron el estudio
del efecto del DDT sobre varias generaciones de ratones Cf-1, animales que es-
pontáneamente presentan malformaciones hepáticas, hepatomas, valorando el in-
cremento de éstos, así como evaluaron los niveles de residuos en los diferentes
órganos.
El motivo del presente trabajo, primero de una serie de tres, es reali/ar un
análisis morfológico de las alteraciones que el p,p'-DDT, isómero más abundante
del DDT, produce sobre el hígado de ratones NMRI, animales que no presentan
Trabajo perteneciente a la tesis doctoral, realizada con una beca del III Plan de Des-
arrollo.
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Fio. 1.—Hepatocitos binucleados, cuyas membranas son muy irregulares y poseen numerosos
nucléolos cada uno de ellos. Segundo mes. Tricrómico de Masson, X 3.810.
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Fio. 2.—Células que muestran la disposición en paralelo del material verde metilo positivo y se
diferencia claramente en el núcleo el nucléolo de la cromatina asociada al mismo. Quinto mes.
Verde de melilopironina, X 1.242.
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malformaciones espontáneas (STAATS, 1972), por lo que las alteraciones obser-
vadas serán atribuidas con mayor propiedad a la acción exclusiva del DDT.
MATERIAL Y MÉTODOS
Se han utilizado 267 ratones NMRI de ambos sexos, distribuidos en cuatro
grupos, uno control y tres sometidos a las dosis de 50, 100 y 200 p.p.m. del isó-
mero p,p'-DDT, agregado a la comida diaria disuelto en aceite de oliva, durante
un período de diez meses.
Previa decapitación, se diseccionó el hígado, tomando fragmentos de 3 mm.
de espesor que se fijaron en formol de pH = 7,2 y que se incluyeron en parafina
58° punto de fusión. Cortes de 6 |-i fueron realizados en un microtomo de desli-
zamiento y sistemáticamente fueron teñidos mediante la técnica de hematoxilina-
eosina, PAS, tricrómico de Masson, tinción de Perls, verde de metilopironina
y Sudán III, siendo observados en un microscopio Zeiss, modelo «Axiomat».
RESULTADOS
Hacemos tres apartados atendiendo a las dosis de producto a que están so-
metidos cada uno de los grupos.
Los animales sometidos a 50 p.p.m. presentan hepatocitos normalmente bi-
nucleados, con las membranas ligeramente irregulares (fig. 1), así como alguna
figura mitótica. A nivel del citoplasma, los componentes pironinófilos se distri-
buyen uniformemente por él, a menudo observados en disposición paralela (fig. 2);
el número de vacuolas y vesículas lipídicas sufre un ligero incremento, y cuando
esto ocurre los citados componentes pironinófilos, los orgánulos citoplasmáticos
y el glucógeno se ven ligeramente desplazados, quedando en la periferia de las
vacuolas lipídicas (fig. 2).
Los ratones sometidos a 100 p.p.m. muestran hepatocitos en estado mitótico,
aumento del tamaño nuclear, un mayor número de nucléolos y una mayor can-
tidad de irregularidades a nivel de su membrana; algunos núcleos poseen vacuo-
las en su interior, de tonalidad análoga al citoplasma (fig. 3). En éste pueden
observarse los grumos pironinófilos en los espacios que dejan las vacuolas, siendo
éstas tan frecuentes que llegan incluso a ocupar la totalidad de la célula (fig. 4),
marginando a los citados grumos pironinófilos. El glucógeno experimenta un li-
gero aumento, pese a que en los últimos meses se ve desplazado por las vacuolas.
La proliferación o metamorfosis grasa es tan pronunciada al final del tratamiento
que se ven células en vías de degradación con el citoplasma condensado y los nú-
cleos marginados en la periferia (fig. 5).
En los animales sometidos a 200 p.p.m., los núcleos presentan una membrana
muy irregular, en la que se aprecian grandes escotaduras; el número de núcleos
con vacuolas en su interior es más numeroso, siendo también mayor el número
26 E. DE LA PENA Y E. LABORDA
f
I -I I»
* .
*.
j . *
FIG. 3.—Hepatocitos con gigantismo nuclear, presentando sus membranas escotaduras. Destaca una
invaginación intranuclear, así como un elevado número de nucléolos. Tercer mes. Tinción de
Perls, X 1.536.
1
Fio. 4.—Hepatocito mostrando en su citoplasma vacuolas lipídicas con un tamaño semejante o
mayor al de los núcleos. Sexto mes. Tinción de Perls, X 1.996.
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FIG. 5.—Dos células, con los citoplasmas retraídos y cuyos núcleos quedan desplazados, manifiestan
una transformación necrosante. Segundo mes. Tricrómico de Masson, x 3.814.
. t
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t. p1G. g.—Hepatocitos muy heteromorfos, unos con vacuolas lipídicas en su interior, otros sin ellas
y, por último, uno en división mitótica (metafase). Segundo mes. PAS, X 2.508.
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Fio. 7.—Hepatocito con el citoplasma completamente ocupado de vacuolas lipídicas de diferentes
tamaños, que proyectan al núcleo a la zona periférica. Las células que lo rodean presentan
gigantismo nuclear. Sexto mes. Tricrómico de Masson, X 2.950.
JL*
Fio. 8.—Se observan una serie de células hipercromáticas, cuyo citoplasma contrasta con las
colindantes. Los núcleos aparecen más condensados. Tercer mes. Tricrómico de Masson, X 1.152.
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de nucléolos. Se incrementa sensiblemente el número de células en división (fig. 6),
apareciendo también una mayor cantidad de células de mayor tamaño, así como
el de su núcleo. A nivel del citoplasma aparecen grumos pironinófilos dispuestos
alrededor de las vesículas lipídicas, que llegan a ser tan proliferantes que ocupan
la totalidad de la célula, proyectando incluso a los núcleos a la zona periféri-
ca (fig. 7). En este grupo de animales aparecen con mayor frecuencia células
con el citoplasma muy denso, lo que indica que están en vías de degradación,
mostrándose zonas de necrosamiento en el parénquima hepático de estos anima-
les (fig. 8). En síntesis, podemos resumir las alteraciones en el cuadro I.
CUADRO I
CAMBIOS PRODUCIDOS POR LAS DOSIS DE PRODUCTO
Núm. mltosis Alteraciones Aumento
DDT (p.p.ni.) Núm. animales nucleares rol. nuclear Esteatosis
50 2/2 + +
100 2/1 ++ + + +
200 10/4 + + + ++ + + +
Observaciones:
—: Semejantes al control.
+ : Alteración de un 30 por 100.
+ + : Alteración de un 60 por 100.
: Alteración de un 90 por 100.
DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
El aumento del tamaño de los núcleos, así como el elevado número de mitosis,
es una de las características más destacadas en los hepatocitos de animales some-
tidos a distintas dosis de p,p'-DDT, siendo ambos parámetros proporcionales a
las dosis a las que están sometidos los animales. De igual modo, hay un aumento
de las irregularidades de la membrana nuclear, que llegan a dividir al núcleo en
numerosas porciones. Los hepatocitos tratados con dosis más elevadas presentan
núcleos totalmente desplazados en la periferia de la célula.
El aumento del tamaño del núcleo fue ya citado por FITZHUGH y colabs. (1947),
al indicar una hipertrofia celular, y en este mismo trabajo puntualizan que no
se observan figuras mitóticas, siendo este resultado el descrito por otros autores
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con ligeras modificaciones; así, MATHUR (1962), al estudiar el efecto del DDT
sobre diferentes peces, hace una descripción análoga, y ORTEGA y colabs. (1956)
sólo añaden a lo descrito por FITZHUGH y colabs. (1947) la existencia de cuerpos de
inclusión, a los que denomina Liposphéres.
Destacamos, por tanto, el aumento del número de mitosis, fenómeno no ob-
servado en las experiencias citadas anteriormente, considerándose el aumento de
mitosis, junto con el pleomorfismo celular, las bases para diferenciar a una neo-
plasia como posible hepatoma (BUTLER. 1971). Este incremento del número de
mitosis viene acompañado de un elevado número de hepatocitos, cuyo núcleo
presenta una membrana muy irregular. Hemos de indicar, no obstante, la tesis
de KIMBROUGH y colabs. (1968), quienes concluyen indicando que los efectos sobre
el hígado no son debidos al DDT, sino que se deben a las pyretrinas, productos
éstos que a menudo son utilizados en el control de insectos en los recintos de
los animales de experimentación. No obstante, los efectos achacados a las pyre-
trinas son observados en nuestros animales sometidos sólo a DDT; asimismo no
se hace mención en el citado trabajo a los procesos mitóticos, tan abundantes en
nuestra experiencia en la dosis más elevada.
Los hepatocitos presentan en un principio el material pironinófilo en dispo-
sición paralela, aumento observado por FITZHUGH y colabs. (1947), que al sufrir un
incremento las vacuolas de grasas queda dispuesto alrededor de éstas y, final-
mente, la abundante metamorfosis grasa lo margina a la periferia de los hepato-
citos. Paralelamente, en los hepatocitos sometidos a las dosis más elevadas se
aprecia una sensible disminución de las vesículas lipídicas, del glucógeno y de
los grumos pironinófilos, lo que concuerda con la disminución de la basofilia,
citada por WASSERMANN y colabs. (1970). Estas modificaciones, que se producen a
nivel del citoplasma observadas a esta resolución, pueden ser cifradas en un
aumento del retículo endoplásmico liso, las cuales, según lo indicado por FOUTS
(1970), tienen un papel de suma importancia en los procesos de desintoxicación
y cuyo incremento estaría justificado por el aumento de la actividad metabólica
en estas circunstancias.
Podemos concluir, por tanto, que las dosis de p,p'-DDT producen en los he-
patocitos de los ratones NMRI un aumento del tamaño nuclear, aumento de hepa-
íocitos en estado mitótico, que se ve incrementado por las dosis, así como las
numerosas modificaciones e irregularidades en la membrana nuclear, presentando
paralelamente vacuolas en el interior del núcleo de tonalidad análoga al citoplas-
ma, lo que podría ser una invaginación del citoplasma, al ser muy profunda la
irregularidad de la membrana nuclear.
En el citoplasma, las modificaciones se cifran en una metamorfosis grasa y
en la disposición de los grumos pironinófilos, que ocupan los espacios que dejan
las vacuolas lipídicas, así como en la periferia del citoplasma de hepatocito. El
glucógeno experimenta un incremento con las dosis y posteriormente sufre un
descenso posterior en los hepatocitos de animales sometidos a las dosis más ele-
vadas, acompañado de una ausencia de vacuolas lipídicas, así como de una dis-
minución de los grumos pironinófilos, lo que se explica con un probable aumento
del retículo endoplásmico liso.
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Vemos, por tanto, que el DDT es un tóxico celular importante, que llega a
producir necrosis celulares. En una primera fase, la célula sobreviviría a expen-
sas de un aumento de su capacidad desintoxicadora mediante una hiperplasia del
retículo endoplásmico liso. Inicialmente se habría producido un desequilibrio
en los mecanismos oxidativos, no pasando, con ello, la grasa globular a micelar,
produciéndose, por tanto, una esteatosis parecida a la observada en los alcohó-
licos cirróticos. Posteriormente ocurrirían necrosis celulares aisladas.
La respuesta del hígado a estos acontecimientos es compensar su función, lo
que se realiza por dos vías: a) aumento de la síntesis proteica, mediante un aumen-
to del tamaño nuclear y del número de nucléolos y un aumento del retículo endo-
plásmico rugoso; b) procesos mitóticos de los hepatocitos.
Todas las modificaciones expuestas tienen el interés de haber sido observadas
en animales que espontáneamente no presentan ninguna malformación, según
STAATS (1972). De esta manera se valoran de una forma real las alteraciones que
sobre el hígado produce el isómero p,p'-DDT.
RESUMEN
Se muestra mediante la microscopía óptica las modificaciones de los hepatocitos pro-
ducidas por dosis de p,p'-DDT añadidas a la comida diaria de ratones NMRI.
Se describen las modificaciones del núcleo, irregularidades de su membrana, aumento
del índice mitótico, del tamaño nuclear y del número de nucléolos. En el citoplasma se en-
cuentran alteraciones tales como metamorfosis grasa, disposición perivacuolar y marginación
de los grumos pironinófilos y del glucógeno.
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